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自从 大 类 基因 组 计划 启动 以 来 ， 人 类 DNA 的 信息 正 以 
如 速度 的 方式 积累 。 预 计 到 2005 年 ， 科 学 家 将 完成 对 整个 
人 类 基因 组 的 测序 工作 。 然 而 单个 人 的 DNA 全 序列 信息 并 
不 能 完全 代表 人 类 ， 了 解 人 类 基因 多 样 性 是 解决 人 类 遗传 
与 发 育 、 健康 与 疾病 的 分 子 机 理 的 一 种 重要 手段 。 研 究 人 
类 DNA 的 多 态 性 是 人 类 后 基因 组 计划 的 极为 重要 的 内 容 之 
一 " 高 分 辨 率 RFLPs (high resolution restriction {ragment 
length Polymorphism) 方法 是 用 PCR 反应 ,对 大 片段 DNA 
分 成 若干 片段 分 别 扩 增 ， 然 后 酶 切 电 泳 ， 进 行 分 析 。 它 相 
对 于 常用 的 RELPs 方 法 可 以 很 好 地 控制 片段 大 小 ， 以 控制 
每 个 片段 内 的 切 点 数 ， 所 以 不 受 整 个 片段 的 切 点 数 及 整个 
片 贫 长度 的 限制 。 可 四 多 种 识别 位 点 、 材 盖 率 较 高 的 、 识 
别 四 碱 基 的 内 切 酶 进行 酶 切 ， 信 而 大 大 提高 了 酶 切 位 点 覆 
盖 率 ， 也 即 大 大 提高 了 其 分 辨 率 ， 且 可 进行 微量 DNA 样品 
的 分 析 。 高 分 辩 率 RFLPs 方法， 适用 于 群体 遗传 研究 中 大 
范围 检测 DNA 遗传 多 态 及 确定 突变 位 点 ， 也 被 用 于 疾病 相 
关 的 基因 突变 的 检测 中 。 而 以 线粒体 DNA 为 材料 的 该 方 
法 ， 近 年 来 在 国际 上 常 被 用 于 研究 人 类 群体 遗传 多 样 性 
《Wallace 等 ,1995;Lann 等 ,1987)。 

然而 ， 也 正 由 于 以 上 的 政 进 ， 使 得 高 分 辩 率 RFLPs 方 
法 的 工作 量 和 成 本 都 比 原来 的 RFLPs 方法 增加 数 倍 ， 从 而 
在 一 定 程度 上 限制 了 它 的 应 用 。 而 突变 位 点 稀少 ， 待 测 桩 
品 从 多， 是 DNA 多 态 研 究 中 经 常 磁 到 的 难题 ， 在 寻找 疾病 
相关 的 基因 突变 中 更 是 如 此 。 基 于 以 上 不 因 ， 作 者 在 实践 
工作 中 提出 一 个 可 以 在 和 福 大 程度 上 降低 工作 量 和 试剂 消耗 
的 改进 方法 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材 料 根据 以 往 工 作 ， 选 出 5 个 人 的 总 DNA 样品 ， 
所 检测 的 片段 为 mtDNA 中 的 一 个 片段 (16 453 一 1 677 bp: 
按 创 桥 标准 序列 ) (Anderson 等 ，1981)。 其 中 4 个 样品 的 
该 片段 在 用 Fae 攻 酵 切 后 的 图 谱 为 正常 类 型 ; 1 个 人 的 祥 
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品 为 突变 类 型 ， 表 现在 : 该 片段 在 用 Hze 轩 内 切 酶 酶 切 后 ， 
由 于 有 1 个 切 点 发 生 突变 切 点 消失 ， 导 致 该 位 点 没有 被 切 
开 ， 以 致 酶 切 后 其 中 一 个 片段 的 分 子 量 增加 ， 同 时 另 有 一 
小 分 子 量 的 片 有 段 消失; 在 电泳 图 谱 中 从 点 样 孔 数 的 第 2 条 
带 分 子 量 增加 ， 而 小 分 子 量 的 片段 限于 普通 琼脂 糖 克 胶 的 
分 辨 范围 ， 未 能 在 图 谱 中 看 到 。 
1.2 方 法 在 从 人 血样 中 提取 总 DNA 后 将 其 分 别 稀释 
到 大 约 相 同 浓度 。 一 方面 对 5 个 祥 品 的 该 片 奶 【包括 4 个 
正常 样 ，1 个 突变 料 ) 分 别 单独 进行 扩 增 ; 同时 对 这 5 个 
祥 品 总 DNA 各 取 少 量 等 量 混 合 ， 以 合并 后 的 DNA 作为 一 
个 PCR 反应 系统 的 模板 ， 进 行 扩 增 ， 引 物 为 : 
P01 COG GGC OCATAA CACTTG GG20 bp fi6453 一 
16 472 bp) 
P902 GGA GTG GGT TTG GGG CTA GG 20 bp (1 696~ 
1 677 bp) 

PCR 反 应 过 程 为 ;94 亿 预 变性 2 min 后 ,每 个 循环 以 
94 筷 变 往 1 min,61 人 慢火 1 min,7?2 亿 延伸 1 min, 进 行 30 个 
循环 ,最 后 延伸 10 min。 

扩 增 的 产物 用 Hae 夺 在 37 忆 条 件 下 消化 56h, 消 化 产物 
一 起 用 3%Agarose 秦 胶 ( 含 0.1 mg/mL) 电 泳 ,在 254 nm 兹 
外 光照 射 下 观察 ,进行 分 析 。 


2 结果 与 讨论 


5 个 样品 分 别 扩 增 的 产物 与 混合 样品 的 产物 一 起 四 
FHae 胃 消化 后 ， 用 Agarose 旗 胶 电 泳 结 果 见 图 1。 

从 图 1 中 可 以 清楚 地 看 到 ， 混合 祥 品 OQ 与 正常 样品 有 
着 明显 区 别 ， 混合 祥 品 O 除 原 正 常 料 品 第 2 条 带 外 ， 在 其 
附近 又 增加 了 1 条 分 子 量 稍 大 的 带 ， 即 是 发 生 了 突变 的 结 
果 。 也 就 是 说 ， 当 由 5 个 样品 混合 的 祥 品 中 只 有 1 个 发 生 
宽 变 时 ， 也 容易 识别 ， 从 而 有 足 况 的 分 辩 率 有 效 地 排除 没 
有 发 生 宽 变 的 混合 样品 。 所 以 我 们 可 以 通过 对 桩 品 DNA 等 
量 混合 后 再 扩 增 ， 酶 切 , 电泳 - 这 样 , 在 检测 时 就 可 以 迅速 
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图 1 改进 方法 后 的 电 访 对 腿 图 谱 
Fig,1 The eectrophorewogram for the camparing 
digest result 
4 个 样品 159,162,155,158 的 酶 切 图 谐 正常 ,无 突变 ; 
样品 157 为 灾变 个 体 ;样品 O 为 前 5 个 样品 混合 后 的 酯 
切 图 谱 。 (the 4 samples; 159, 162,155,158 are normal 
ones: the aample 157 ls one with mutation; the sample O is 
the mixed one with these 5 samples. )》 


缩小 搜索 突变 的 范围 。 热 后 只 需 再 分 别 检 测 发 现 突 变 的 这 
几 个 混合 样 中 的 每 个 样品 即 可 。 

实际 的 工作 证 明 ， 采 用 了 上 述 方法 后 ， 不 仅 能 够 迅速 
地 缩小 突变 的 搜索 范围 ， 减 少 了 许多 不 必要 的 重复 ， 使 束 
个 实验 的 工作 量 ， 所 需 敌 的 PCR 反应 ,限制 内 切 酶 的 用 量 
等 ， 比 原 方法 至 少 降低 1 一 2 以 ， 而 且 操作 简单 可 车。 
2.1 合并 个 体 的 数目 为 多 少时 工作 效率 最 高 ， 讨 抢 如 下 。 

设 N 为 待 测 的 样品 总 个 数 ，a% 为 每 个 所 检 油 片段 平均 发 
生 窗 变 的 概率 ，5 为 应 进行 混合 的 样品 个 数 ; 则 实际 需 用 
RFLPs 方法 检测 的 个 数 


_N 100 .100 六 | 
=100 ts + 0708 
N ,100 


“100°*& “ (1) 
了 为 对 于 100 个 待 测 样品 ,第 1 次 检测 中 所 需 检测 的 混合 样 


品 的 总 个 数 ; 1 .5 为 带 有 突变 的 混合 样品 的 概率 : 则 120 ， 
《10“ 4) 为 对 于 每 100 个 待 测 样品 ,第 1 次 检测 发 现 有 突变 的 


混合 样品 的 个 数 ; 则 120 ，(]60 - 5)》 .6 为 对 于 100 个 符 测 样 
品 , 第 2 次 检测 所 需 检测 的 单个 样品 。 

由 函数 方程 可 知 ; 5 = N/a (2) 
此 时 M 取 最 小 值 。 例 如 在 本 试验 中 符 测 总 样品 数 N 为 100 ,每 
玖 所 检测 片段 平均 发 生 突变 的 概率 2 为 5。 由 公式 (2) 可知 b= 
{(Nva)2=4.5 时 ,M 有 最 小 值 =(100 洲 ,5)+5Sx4.5=44.7， 
比 不 方法 所 需 做 的 个 数 100 的 效率 提高 了 1 倍 多 。 而 当 混 人 台 个 
数 之 4 个 时 ,在 检 出 有 挛 变 的 混合 样 后 可 进一步 再 次 采用 以 上 方 
法 。 比 如 检 出 有 突变 的 6 个 样品 的 混合 样 后 ， 再 将 该 各 个 样品 


进行 减 半 混 合 即 每 3 个 混合 ,用 同样 的 方法 再 次 快速 地 划 除 没 
有 突变 的 样品 。 
如 2 次 采用 此 方法 ,实际 需 用 RFLPs 方法 检测 的 个 数 


VN, 10,.,2 ,> 100.v， 2 .,,), 
M = j06 [+ p 《100 9 "2+ (Jj006 5 
2.-2 .上 ,bi 
100 ”2 ”2: 
_ .100 qb 
= J00 ‘pb +22+ 200 | {3) 


100 (6 .5) .2 为 对 于 100 个 待 漠 样 品 . 第 2 次 检测 所 需 检 


测 的 减 半 混 合 样品 个 数 ; JU .160 .3.2 项 -去 .去 为 第 
3 次 检测 所 需 检 测 的 单个 样品 个 数 。 

由 函数 方程 可 知 : 五 = v2NYa: (4) 
此 时 M 取 最 小 值 。 在 上 述 条 件 下 当 b=9 时 M 有 最 小 值 31.5; 
即使 按 本 文中 5=5 计 算 ，M =33.15， 这 样 也 使 得 工作 量 减 少 
到 不 足 原来 的 1/3。 而 且 ， 由 于 实际 上 还 可 能 有 2 个 甚至 多 个 
突变 出 现在 同一 个 混合 样 中 ， 所 以 实际 收缩 寻找 突变 范围 的 速 
度 还 可 能 会 更 快 。 

由 式 《2) 或 《4) 可 知 , 混合 样 个 数 与 N 或 XY24 成 正比 ; 
与 e 或 e23 成 反比 。 也 即 当 待 测 的 样品 总 个 数 越 大 ， 所 检测 片 
段 平均 发 生变 变 的 慨 率 越 小 时 ， 混 合 样 品 的 最 佳 个 数 可 以 越 
大， 效率 也 越 高 。 但 考虑 DNA 质量 以 及 图 谱 分 辩 率 等 因素 ， 
建议 在 实际 工作 中 混合 样品 个 数 一 般 不 要 超过 8 个 。 

2.2 当 采 样 的 各 个 个 体 提 取 的 总 DNA 质量 很 不 均一 时 ， 
本 方法 可 调整 如 下 : 分 别提 取 总 DNA 后 ， 应 分 别 做 PCR 
扩 增 ， 之 后 按 加 人 等 量 的 该 片段 mtDNA 原则 进行 合并 ， 
然后 进行 酶 切 。 这 样 可 以 消除 由 于 样品 DNA 质量 很 不 均一 
带 来 的 不 等 量 扩 增 的 影响 。 但 实际 上 这 种 情况 不 常 发 生 ， 
因为 影响 DNA 质量 的 因素 主要 是 来 自 DNA 的 溶解 被 。 
2.3 当 发 现 扩 增 产物 有 相似 性 较 强 的 杂 带 时 (不 同 个 性 在 
扩 增 同一 片段 时 ， 大 多 数 时 候 杂 带 是 高 度 相似 的 )， 可 以 用 
一 个 有 杂 带 而 无 宽 变 的 样品 ， 同 批 进行 酶 切 ， 作 为 对 照样 ， 
这 样 就 可 以 免除 杂 带 的 影响 。 
2.4 该 方法 不 仅 可 以 应 用 于 高 分 辩 率 RFLPs， 而 且 对 于 普 
通 的 RFLPs 方 法 ， 只 要 是 该 内 切 酶 所 能 找到 的 突变 位 点 较 
少时 ， 都 可 以 采用 本 文 所 介绍 的 方法 ， 且 都 可 以 在 不 同 程 
度 上 降低 工作 量 和 成 本 ， 所 以 有 较 广 泛 的 实用 性 。 上 述 几 
个 公式 在 参数 给 与 不 同 的 含义 后 也 可 广泛 应 用 于 类 似 思路 
的 试验 方法 。 
2.5 由 前 面 讨论 可 知 ， 当 待 测 的 样品 总 个 数 越 大 ， 所 检测 
片段 平均 发 生 突 变 的 拔 率 越 小 时 ,混合 样品 的 最 侍 个 数 可 
以 越 大 ， 效 率 也 越 高 。 而 在 群体 遗传 DNA 多 态 的 研究 以 及 
对 疾病 相关 的 基因 突变 的 探索 中 ， 待 测 样 品 数量 往往 都 很 
大 ,而 同时 发 生 突变 的 样品 比例 又 莉 很 低 《一般 不 超过 
10% )， 所 以 该 方法 可 被 广泛 地 应 用 。 
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睾酮 对 大 仓鼠 胁 腺 促进 作用 的 研究 * 


EFFECTS OF TESTOSTERONE ON FLANK 
GLANDS IN RATLIKE HAMSTERS, Cricetulus triton 


关键 词 .大 仓鼠 ， 备 珊 , 胁 腺 ， 形态 ,化 学 


Key word Criwetulus triton, Testosterone, Flank gland, Morphology, Chemjstry 


中 图 分 类 号 。Q959.837 


大 仓 良 (Cricetutus triton) 主要 分 布 于 我 国 北方 农田 ， 
是 华北 地 区 的 主要 农田 害 鼠 。 对 其 化 学 通讯 尚 无 研究 报道 
〈 杨 荷 芳 等 ，1996)。 我 们 发 现 峻 梭 大 仓鼠 在 腰部 两 则 都 有 
1 对 棋 辆 形 的 了 胁 腺 ， 梭 性 大 仓 扇 的 胁 生 显著 比 峻 性 的 大 ， 
并 且 在 非 繁 殖 期 椎 妇 的 军刀 获 缩 后 ， 其 胁 腺 也 获 缩 0。 为 
了 探讨 大 仓鼠 胁 腺 福 别 差异 和 季节 变化 的 生理 基础 ， 我 们 
对 梭 性 大 仓鼠 了 胁 腺 大 小 及 分 这 物 受 雄 微 素 调 节 的 特点 进行 
了 初步 研究 。 


1 材料 和 方法 


1.1 实验 动物 实验 用 大 仓鼠 于 1996 -05 上 旬 活 捕 于 河 
北 省 固 安 县 农田 ;选取 体重 大 于 100 g.、 摆 丸 下 降 的 椎 鼠 进行 
养殖 驯化 。 菲 殖 条 件 为 光 周 期 逆转 ,长 光照 周期 {14L:10D， 
光照 时 间 17:00 一 9:00) ,室温 (23 土 2)i ,居间 光 强 度 为 40 
一 100 lx, 暗 期 光 强 度 为 0.1~~2 lx,45 cmx30 cmx25 em 的 
铁 痊 网 乌 养 竹 单 员 饲 养 . 驯化 12 周 后 ,选择 健康 和 鼠 用 于 实 
验 。 


1.2 ”于 九 切除 和 外 源 雄 激素 的 置 入 大 仓鼠 的 几 种 生理 处 
理 方 式 : 中 正常 挫 鼠 《7 只 ); 名 举 丸 切除 峻 鼠 (六 割 雄 
天 (6 只 ); 回 摆 丸 切除 再 置信 塞 酮 ( 阅 制 + 置 入 摆 酮 ) 
的 雄 鼠 (6 只 )。 

鼠 的 麻醉 按 每 kg 体重 向 腹腔 注 人 60 mg 上 成 巴 比 肥 
钠 。 

押 尺 切除 : 将 权 鼠 在 左右 谓 九 圳 的 背部 分 别 纵 切 约 1 
cm 的 口 ， 用 棉线 周围 结扎 血管 ， 切 除 丽 丸 ， 用 棉线 奖 侣 德 
口 : 伤口 分 别 用 75% 酒精 、2% 碳 酒 、 消 炎 粉 ( 灭 菌 结晶 
磺胺 ) 消毒 . 

鹿 柄 的 植 入 ;人 掉 酮 用 硅胶 管 法 置 入 皮下 。 硅 胶管 (国产 ) 
外 径 2.70 mm, 内 径 2.26 mm, 壁 厚 0.22 mm. 娃 胶管 长 15 
mm, 添 入 10 mm 后 贾 结晶 (Sigarmna Chemical Co. ) ,用 Medical 
Adhesive Silicoone Type 六 硅胶 (Dow Coming Co. ,Mildlana， 
MI. ) 封 堵 两 端 ; 先 将 激 索 硅胶 管 在 生理 盐水 中 孵化 24h, 然 
后 还 秆 在 腰 准 背部 中 央 的 皮下 。 手 术 后 经 3~4 周 饲养 ,用 
于 实验 
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